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不 同 培养 方法 对 山羊 癌 角 上 皮 细 胞 生长 及 角 蛋 自 18 表达 量 影响 
刘 思 乐 2 SNM WEA E E” 
《1. 中 国 科学 院 亚热带 农业 生态 过 程 重点 实验 室 ， 亚 热带 农业 生态 研究 所 ， 湖 南 省 农业 生 


态 过 程 重点 实验 室 ， 长 沙 410125; 2. 湖 南 农 业 大 学 生物 科学 技术 学 院 ， 长 沙 410128) 


摘 要 : 本 试验 由 在 研究 不 同 培养 方法 对 山羊 瘤胃 上 皮 细 胞 生长 及 角 和 蛋白 18 (CK18) 表达 


量 影响 。 采 集 42 日 龄 山羊 的 瘤胃 上 皮 组 织 , 分 别 采用 酶 消化 法 和 组 织 块 法 对 其 进行 体外 培养 。 
通过 光学 显微镜 观察 原 代 培 养 和 传代 培养 阶段 的 细胞 形态 ， 检 测 第 5 代 山 羊 瘤胃 上 皮 细 胞 的 
生长 曲线 ， 并 采用 细胞 免疫 荧光 法 对 山羊 瘤胃 上 皮 细 胞 进行 鉴定 。 结 果 显 示 ，1) 经 0.25% 


胰 和 蛋白 酶 +0.02% 乙 二 胺 四 乙酸 消化 获得 的 原 代 培 养 山羊 瘤胃 上 皮 细 胞 于 2 d 开 始 贴 壁 生长 , 5 


d 细 胞 开始 明显 增多 ，10 d 细 胞 数量 达到 最 大 。2) 经 组 织 块 法 获得 的 原 代 培 养 山 羊 瘤胃 上 皮 


细胞 于 4 d 开 始 “ 故 出 ”组 织 块 ，8 qd 细胞 开始 明显 增多 ，14 d 细 胞 数量 达到 最 大 。3) 经 免疫 
荧光 染色 显示 2 种 方法 获得 的 细胞 胞 浆 内 CK18 阳 性 表达 且 细 胞 纯度 后 者 明显 
组 织 块 法 获得 的 细胞 CK18 表 达 量 显著 高 于 酶 消化 法 (P<0.05) 。 综 合 得 出 ， 与 酶 消化 发 相 


于 前 者 。4) 


下 


比 ， 应 用 组 织 块 法 可 成 功 获 得 纯度 更 高 的 山羊 瘤胃 上 皮 细 胞 。 

关键 词 :山羊 :瘤胃 ;上皮 细胞 ， 原 代 培 养 ， 分 离 ;， CK18 

中 图 分 类 号 : S826 

瘤胃 是 反刍 动物 消化 代谢 和 营养 物质 吸收 最 重要 的 场所 。 瘤 骨 壁 由 黏膜 、 黏 膜 下 层 、 肌 

层 、 浆 膜 4 层 构成 。 瘤 骨 上 皮 属 于 复 层 上 皮 ， 由 黏膜 向 浆 膜 面 分 为 4 层 : 角质 化 细胞 层 、 颗 

粒 细 胞 层 、 棘 状 细胞 层 和 基底 层 。 瘤 骨 上 皮 有 着 重要 的 生理 作用 ， 如 养分 吸收 与 运输 、 挥 发 

性 脂肪 酸 代谢 、 对 瘤胃 壁 的 保护 。 因 此 ， 研 究 其 生长 发 育 及 生理 功能 被 人 们 所 关注 。 
近年 来 , 国内 外 对 瘤胃 上 皮 研 究 越 来 越 多 , 并 将 瘤 角 上 皮 组 织 或 者 细胞 应 用 于 相关 领域 

的 病因 、 病 理 、 营 养 等 的 研究 。 例 如 : Stumpff 等 由 在 研究 苏 云 金 杆菌 毒素 Cry1Ab 对 瘤胃 上 


皮 细 胞 膜 的 电流 的 影响 时 ， 发 现 瘤胃 上 皮 细 胞 暴露 在 高 浓度 苏 云 金 杆 菌 毒素 Cryl1Ab 下 时 保 
持 不 变 的 活力 ， 与 缺乏 特定 的 膜 受 体 插 入 该 病毒 无 关 ，Oba 等 上 研究 蔗糖 、 乳 糖 、 玉 米 淀粉 
在 瘤胃 发 酵 中 的 影响 以 及 瘤胃 上 皮 细 胞 中 的 基因 表达 , 结果 发 现 用 糖 类 代替 玉米 淀粉 会 影响 
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瘤 骨 发 酵 和 代谢 调节 细 


T 


好 ; 王 佩 等 外 研究 枯草 芽 


包 B- 防 和 


包 内 的 pH， 以 及 细胞 内 的 发 酵 酸 喀 现 象 ， 
I 素 -1 基 


芽孢 杆菌 能 够 诱导 绵羊 瘤 
但 是 对 于 瘤胃 上 皮 细 


上 皮 细 胞 W651， 应 用 组 织 块 法 


获得 纯度 更 高 的 瘤胃 上 皮 细 


1 材料 与 方法 
1.1 样品 和 试剂 


内 B- 防 御 素 -1 基因 


的 表达 。 


包 的 培养 方法 比较 还 未 见 


民 道 , 大 多 采 
较 少 ， 且 二 者 比较 试验 研究 未 见报 道 。 
包 的 培养 方法 , 为 研究 反刍 


动物 瘤胃 相 


试验 动物 为 4 只 42 


脏 组 织 ， 分 离 瘤 胃 ， 去 掉 内 容 物 


胎 牛 血清 、DMEM/VF12、 胰 和 蛋白酶 、 青 链 霉 素 均 


龄 湘 东 黑 山羊 ， 体 习 


EJ (5.94 


0.8) 


生理 盐水 反复 冲洗 


上 皮 细 胞 特异 性 抗体 ( 


免疫 染色 固定 液 、4?,6- 二 胀 基 -2- 葵 基 呵 唆 (DAPI) 染 


钠 - 聚 丙烯 酰 所 凝 胶 电 泳 (SDS-PAGE) 蛋 


盒 、 蛋 白质 印迹 (Western blot) 


UFR 


1.2 AER Gio) ve Bb Be 
取出 瘤胃 组 织 ， 去 除 内 容 物 ， 


500 hg/mL 青 链 霉 素 、5$ hg/mL 两 性 霉 素 B 和 庆 大 霉 素 的 洗涤 液 六 
heg/mL 青 链 霉 素 、5 ugm H 


缓冲 液 (PBS) 清洗 瘤胃 上 皮 组 织 2~3 次 。 将 瘤胃 上 皮 组 织 块 尽量 剪 


量 糊 状 )， 再 用 PBS 和 DMEM/F12 各 洗涤 1 次 。 弃 去 上 清 液 ， 分 


组 六 


酶 消 
因 
LRU, 


F 净 ， 然 后 进行 


碧 云 天 生物 技术 研究 所 ; KK ER Bl PATE Be RBI 


购 自 日 本 同仁 化 学 研究 所 ， 荧光 标记 纪 


购 自 Gibco 公 司 ; 


由 的 效果 更 


因 表 达 的 影响 ， 发 现 枯草 


化 法 来 分 离 获得 瘤胃 


此 ， 本 试验 以 期 建立 
能 提供 一 定 的 技术 支 


kg。 颈 静脉 放血 致死 ， 取 出 内 


FRR 


18 (CK18) 
辛 可 宁 酸 (BCA) 蛋 白质 浓度 测定 试剂 盒 、 
色 液 、 抗 荧光 狂 灭 剂 、 十 二 烷 基 硫酸 


Hy (5x) 、SDS-PAGE 凝 胶 配 制 试 剂 
电泳 缓冲 液 、Western blot 转 膜 液 、Western blot 洗 涤 液 、Western 


抗 稀释 液 、Western blot 二 抗 稀释 液 、BeyoECL plus 〈 超 敏 ECL 化 学 发 光 试 剂 盒 ) 均 购 


BBI 公 司 ; 细胞 计数 试剂 盒 (CCCK-8) 


IgGGH+D)] 购 自 Earthox 公 司 ; Tritonx-100、 牛 


自 Corning 公 司 。 


FE 理 盐水 反复 冲洗 二 


霉 素 B 和 庆 大 霉 素 的 DMEMVF12 中 民 


P 抗 鼠 二 抗 [Dylight 488 Affinipure donkey anti-mouse 


(BSA) 均 购 自 Amresco 公 司 ; 100 mm 


钝 性 剥离 瘤胃 上 皮 。 用 含 


洗 瘤胃 上 皮 ， 并 放 入 含 500 


细胞 培养 室 。 


学 〈 约 1 mm? 


用 磷酸 盐 


肉眼 观察 


Ph 加 入 3 倍 体积 的 消化 液 
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[0.25% 胰 蛋 


Ey 


HE : 0.02% 


量 DMEM/F12 完 全 培养 液 [ 含 5% 胎 牛 血 清 、 


乙 二 胺 四 乙酸 (EDTA) X (1 : 1) ]，37 空气 浴 振 荡 消 化 5 min. 


性 霉 素 B、5 ng/mL 表 皮 生 长 因子 (EGF), 1 hg/mL 胰 岛 素 (insulin)、1 hg/mL 原 运 铁 和 蛋白 


1% 青 链 霉 素 、0.1 mg/mL 庆 大 霍 素 、2.5 ne/mL 两 


消化 5 次 ， 每 次 消化 完成 后 1 000 r/min 条 件 下 离心 5 min。 前 2 次 消化 后 用 移 液 枪 吸 走 悬 液 ， 


为 前 2 次 消化 后 的 悬 液 中 大 多 为 角质 细胞 。 后 3 次 消化 完成 后 ， 将 3 次 的 消化 液 依次 加 入 适 


Capo-transferrin), 3.4 nmol/L 亚 硒 酸 钠 ] 重 悬 细胞 。 然 后 过 滤 ， 收 集 的 滤液 1 000 r/min 条 件 下 


离心 5 min 后 ， 倒 掉 上 清 液 ， 往 沉淀 中 加 入 PBS 重 悬 细胞 ， 继 续 1 000 r/min 条 件 下 离心 5 min。 


接种 细胞 后 置 了 
1.3 组 织 块 法 


将 剪 碎 后 的 上 皮 组 织 


底 壁 。 将 培养 


FCO FE (37°C. 5% CO) 培养 ， 细 胞 浓度 调整 为 1x107 
ae BL Ran 
PBS 和 DMEM/F12 各 洗涤 1 次 ， 吸 出 组 织 块 均匀 地 平 铺 在 培养 


倒置 于 C 


DMEM/F12 完 全 培养 液 ， 


续 培 养 。 


1.4 细胞 传代 培养 


当 细 胞 长 满 培 养 


显微镜 


1 000 r/min 4 


正 置 于 培养 箱 中 。 次 日 ， 往 100 mm 培养 


的 85% 时 ， 吸 去 培养 基 ， 用 PBS 洗 涤 细胞 〈 组 织 块 法 需 先 将 组 织 块 用 


下 观察 细胞 


胞 ， 运 


j 差 速 贴 壁 法 将 习 


始 变 圆 时 , 迅速 用 含 


个 /mL。 


Os 培养 箱 (37 °C. 5% CO) 中 2 h。 为 防止 组 织 块 悬 浮 ， 再 加 入 2 mL 


中 补足 10 mL 培养 基 ， 继 


RIR) 。 在 培养 下 中 加 入 1 mL 消化 液 , 放 入 37 它 培 养 箱 中 消化 细胞 。 


清 的 培养 基 终 止 消化 .将 贴 壁 的 细胞 吹 打 成 悬 液 ， 


F 下 离心 5 min， 弃 去 上 清 液 ， 加 入 适量 的 培养 基 重 悬 细胞 。 为 


E 巧 后 的 细胞 加 入 到 新 的 培养 


吸出 培养 基 至 男 一 新 三 


了 去 除 成 纤维 细 


中 ， 放 入 37 培养 箱 中 30 min 后 ， 


FP， 再 放 入 37 'C 培 养 箱 中 培养 30 min。 将 经 过 2 次 差 速 贴 壁 的 细胞 以 


1:3 的 比例 进行 传代 培养 。 
1.5 细胞 形态 学 观察 

采用 徕卡 DMI 3000B 型 倒置 显微镜 观察 原 代 和 传代 培养 所 获 细胞 的 形态 及 生长 状况 。 
1.6 细胞 免疫 荧光 鉴定 

小 心 倾 去 细胞 培养 液 ， 用 PBS 清洗 细胞 2 次 。 吸 干 液体 后 加 入 免疫 染色 固定 液 〈4% 多 
聚 甲 醛 )， 室 温 固 定 细 胞 10 min。 去 除 固定 液 ，PBS 洗涤 细胞 2 次 。 然 后 用 0.1% Tritonx-100 


透 化 细胞 7~10 min， 透 化 完成 后 PBS 清洗 细胞 。 


] 5% BSA 封闭 ， 室 温 孵 


育 1-2h 后 ， 去 
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除 封闭 液 ， 加 入 一 抗 (抗体 稀释 倍数 1 : 2000, F 4 CUPRA. WHERE BR 


+ 


PERN, ESLA 


样品 检测 。 次 日 ，PBS 洗 3 R. HOC A Ht 1 h 后 ， 


次 。 然 后 加 入 DAPI 染色 液 500 pL, HAYES 1~3 min Ja, PBS 洗 3 


抗 荧光 狂 灭 剂 ， 菊 》 


1.7 各 代 次 细胞 的 生长 活性 检测 


显微镜 观察 拍照 。 


细胞 纯度 = 发 绿 光 的 细胞 数 /发 蓝光 的 细胞 数 。 


2 种 不 同 培养 法 


各 取 第 5 代 处 于 对 数 生 长 期 的 细胞 , 以 5x103 个 / 孔 的 密度 


再 PBS 洗 


3 


次 。 最 后 加 入 500 uL 


慷 种 于 96 孔 板 细 


胞 培养 板 中 ， 每 种 方法 取 4 个 平行 。 培 养 24 h 后 ， 加 CCK-8 试 剂 培 养 4 h 后 测定 450 nm 吸光 度 


值 (ODasonm) ， 以 


培养 时 间 为 横 坐 标 ，OD4somm 为 纵 坐 标 ， 绘 制 生长 


1.8 Western blot 技 术 检测 2 种 方法 培养 的 细胞 CK18 表 达 量 


当 细胞 长 满 至 培养 


线 图 。 


85% 以 上 时 ， 用 PBS 洗 涤 。 加 入 400 LÆ 


min, 


每 隔 10 min 流 涡 振 荡 30 s。 然 后 于 4 人 高 速 离心 机 中 12 000xg 条 伯 


清 。 吸 取 1 LER, 


先后 配制 10% 分 离 胶 和 5% 浓 缩 胶 ， 采 用 恒 压 浓缩 胶 80 V、 分 离 胶 


料 前 沿 下 


THR 〈5x)， 并 稀释 成 同一 浓度 。 


至 凝 胶 末 端 处 ， 即 停止 电泳 。 然 后 采用 200 mA 电 转 1.5 ho E 


BCA 和 蛋白 质 浓度 测定 试剂 盒 检测 蛋白 质 浓 度 ， 


F 下 离心 5 min, Ws 


质 裂解 液 ， 冰 上 静 置 30 
EE 


在 样品 中 加 入 上 样 组 


120 V 电 泳 直至 省 酚 染 


转 完成 后 用 5% BSA 于 


1.9 统计 分 析 


Western blot 得 到 的 条 带 采 


行 检 验 法 统计 分 析 ，P<0.05 为 差异 显著 ，P>0.05 为 无 显著 差异 。 


2 OR 


最 后 在 膜 上 滴 加 显影 液 ， 显 影 。 


2.1 酶 消化 法 培养 的 瘤胃 上 皮 细 胞 


AS 


振荡 器 上 封闭 2 h。 加 入 一 抗 ,于 4 CoA RA. KA, IMA Shite de a Le A 1 h。 


Gel-Pro analyzer 4 分 析 灰 度 值 ,再 将 灰 度 值 用 SAS 8.2 软 件 ; 


通过 倒 
7a EB 
在 5 d， 瘤 骨 上 皮 细 


培养 至 10 d 后 ， 细 


包 数 量 明 显 增多 ， 


光学 显微镜 对 酶 消化 法 培养 的 瘤胃 上 皮 细 胞 形态 进行 了 观察 ， 原 代 培 养 2 d 的 
包 贴 壁 生长 ， 细 胞 零星 的 开始 抱团 〈 图 1-A 箭 头 所 示 ) 。 随 着 培养 时 间 的 延长 ， 
得 是 有 成 纤维 细胞 (图 1-B 箭 头 所 示 )。 当 瘤胃 上 皮 细 胞 
包 大 多 呈 铺 路 石 状 〈 图 1-C 箭 头 所 示 ) ， 细 胞 汇合 呈 单 层 ， 细 胞 数量 已 达 
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135 


到 最 大 值 ， 即 将 铺 满 整个 培养 四 。 传 代 细胞 与 原 代 细胞 相 比 ， 第 5 代 细 胞 的 形态 无 明显 变化 
(图 1-D) 。 


A: 原 代 培 养 2d 的 瘤胃 上 皮 细 胞 ;B: 原 代 培 养 5 d 的 瘤胃 上 皮 细 胞 ;C: 原 代 培养 10 d 的 瘤胃 上 
皮 细 胞 ;D: 第 5 AUR EAHA» 
A: primary ruminal epithelium cells after cultured for 2 d; B: primary ruminal epithelium cells 
after cultured for 5 d; C: primary ruminal epithelium cells after cultured for 10 d; D: P5 ruminal 


epithelium cells. 


q1 酶 消化 法 培养 的 山羊 瘤胃 上 皮 细胞 形态 
Fig.l Morphology of ruminal epithelium cells of goats cultured by enzyme digestion method (100x) 


2.2 ”组织 块 法 培养 的 瘤胃 上 皮 细 有 

通过 倒置 光学 显微镜 对 组 织 块 法 培养 的 瘤胃 上 皮 细 胞 形态 进行 了 观察 ， 原 代 培 养 4 d 的 
瘤胃 上 皮 细 胞 开始 慢 慢 “的 出 ”组 织 块 (图 2-A 稍 头 所 示 〉 。 随 着 培养 时 间 的 延长 ， 在 8 d 
过 后 ， 瘤 骨 上 皮 细 胞 数量 明显 增多 ， 细 胞 抱团 生长 〈 图 2-B 箭 头 所 示 ) 。 当 瘤胃 上 皮 细 胞 培 
养 至 14 d 后 ， 细 胞 铺 满 整 个 培养 和 中 ， 有 的 甚至 长 至 多 层 〈 图 2-C 箭 头 所 示 ) 。 传 代 细 胞 与 原 
代 细 胞 相 比 ， 第 5 代 细 胞 的 形态 无 明显 变化 〈 图 2-D) 。 
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A: 原 代 培 养 4d 的 瘤胃 上 皮 细 胞 ;B: 原 代 培 养 8 
细胞 ;D: 第 5 代 瘤 胃 上 皮 细胞 。 


d 的 瘤胃 上 皮 细 胞 ;C: 原 代 培 养 14 d 的 瘤胃 上 皮 


A: primary ruminal epithelium cells after cultured for 4 d; B: primary ruminal epithelium cells after 


cultured for 8 d; C: primary ruminal epithelium cells after cultured for 14 d; D: P5 ruminal epithelium 


cells. 


Fig.2 Morphology of cultured ruminal epithelium ce 


2.3 山羊 瘤胃 上 皮 细 胞 鉴定 


图 2 组 织 块 法 培养 的 山羊 瘤胃 上 皮 细 胞 形态 


lls of goats cultured by tissue mass method (200x) 


利用 CK18 抗 体 对 第 5 代 瘤 胃 上 皮 细 胞 进行 免 


结果 显示 ，DIPI 染 色 细 胞 核 呈 蓝 色 (图 3-A、 图 3 


图 3-D 箭 头 所 示 )， 阴 性 对 照 细 胞 无 荧光 (图 3-G、 


疫 荧 光 鉴 定 , 在 倒置 荧光 显微镜 下 观察 拍照 。 


-B 箭 头 所 示 )， 细 胞 质 呈 阳性 表达 (图 3-C、 


图 3-H)， 说 明 分 离 培养 的 细胞 为 上 皮 细 胞 。 


酶 消化 法 培养 的 阳性 瘤胃 上 皮 细 胞 达 约 92% (图 3-E), 组 织 块 法 的 阳性 瘤胃 上 皮 细 胞 达 约 98% 


(图 3-F)， 证 明 组 织 块 法 获得 的 瘤胃 上 皮 细 胞 纯度 更 高 


| 批注 (zag: 彩 图 尽量 排 1 版 


o 


H 


A、B:DAPI 细胞 核 染色 ;:C、D:CK18 呈 阳 性 表达 的 细胞 质 ;E:A 与 C 合 加 ;F:B 与 D 县 加;G、 
H: 阴 性 对 照 。 
A and B: DAPI nuclear staining; C and D: CK18 positive expression cytoplasm; E: the merging 
of A and C; F: the merging of B and D; G and H: negative control. 
图 3 AA a EUR TA BE SE 


Fig.3 Immunofluorescence identification of ruminal epithelium cells surface markers (200x) 
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瘤胃 上 皮 细 胞 生长 曲线 


如 图 4 所 示 , 组 织 块 法 和 酶 消化 法 的 第 5 代 瘤 胃 平 


N 


滑 肌 细胞 的 生长 曲线 均 呈 典型 的 “S” 型 。 


细胞 增殖 过 程 经 历 了 潜伏 期 、 对 数 生长 期 和 平台 期 。1-2 d 为 细胞 潜伏 期 ， 细 胞 生长 比较 组 
慢 ， 培养 2 d 后 ， 细 胞 增殖 进入 对 数 生长 期 ，7 d 后 进入 平台 期 ， 细 胞 生长 缓慢 ， 细 胞 数量 不 
再 增加 。 符 合体 外 培养 细胞 的 正常 生长 增 至 规律 中 。 从 生长 曲线 中 可 发 现 ， 组 织 块 法 培养 出 
的 细胞 增殖 活性 高 于 酶 消化 法 。| 批注 [z2]: 图 4 图 例 
1.0 酶 消化 法 Enzyme digestion method 
TPA —— ong 组 织 块 法 Tissue mass method 
0.8 
g 07 
w 0.6 
om 
X os 
l 
Š 0.4 


o 1 2 3 14 S 6 E: 8 9 10 
摘 养 时 间 Culture time/d 


图 4 山羊 瘤 肯 上 皮 细胞 生长 曲线 


Fig.4 Growth curve of ruminal epithelial cells of goats 


2.5 2 种 培养 方法 获得 山羊 瘤胃 上 皮 细 胞 CK18 表达 量 
如 图 5 所 示 ，CK18 在 组 织 块 法 分 离 出 的 细胞 中 表达 量 较 高 ， 显 著 高 于 酶 消化 法 P< 


0.05) of) 一 | 批注 [23]: 图 5 横 坐 标 
HEK 18 CK18 组 织 块 法 Tissue mass method 
酶 消化 法 Enzyme digestion method 
B 肌 动 蛋白 B-actin A 
14 r 
HEA 18 表达 量 CK18 expression 


9 = ina 
w © K 
T T T 


2 
© 
T 


CK18 蛋 白 表达 水 平 


Protein expression level of CK18 


© 
» 
T 


组 织 块 培养 法 胰 酶 消化 法 


*# 显 著 差 异 Significant difference (P<0.05) 。 


15 2 种 培养 方法 获得 山羊 瘤胃 上 皮 细 胞 CK18 表达 量 


Fig.5 Expression of CK18 in 2 culture methods of ruminal epithelial cells of goats 
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248 3 讨 论 


249 常用 的 细胞 原 代 培养 培养 方法 有 酶 消化 法 和 组 织 块 法 中。 早 在 1980 年 ，Galfi 等 四 等 首次 


250 ”培养 牛 的 瘤胃 上 皮 细 胞 时 采用 剪 切 瘤胃 乳头 的 方法 , 并 应 用 系列 酶 消化 法 对 原 代 瘤胃 上 皮 细 


251 ” 胞 进行 分 离 及 培养 , 成 功 建立 了 牛 的 瘤胃 上 皮 细 胞 的 体外 培养 方法 。 但 是 该 方法 获得 的 瘤胃 


252 上皮 细胞 纯度 不 高 , 对 试验 研究 有 一 定 的 限制 作用 。 利 用 组 织 块 原 代 细 胞 是 最 简单 方便 的 方 


253 法。 由 于 该 方法 未 经 任何 酶 的 处 理 ， 因 此 能 够 获得 活性 很 高 且 增 殖 旺盛 的 细胞 ， 这 为 建立 细 


254 URBEE, 


255 试验 选用 的 基础 培养 基 为 适合 于 大 部 分 上 皮 组 织 细胞 培养 的 DMEM/F12, 此 外 本 试验 与 


256 ”其 他 山羊 瘤胃 上 皮 细 胞 培养 试验 最 大 的 不 同 就 是 在 DMEM/F12 培 养 液 中 添加 EGF、 胰 岛 素 、 


257 ” 转 铁 蛋 白 、 硒 ,以 利于 细胞 的 生长 ,能 在 更 短 的 时 间 内 培养 细胞 至 可 试验 状态 ， 以 利于 后 期 


258 ”试验 的 开展 。 高 玉 花 等 趾 在 培养 禽类 羊膜 上 皮 细 胞 时 添加 了 EGF， 马 瑞丽 等 (3 在 培养 猪 


259. 腔 和 膜 上 皮 细 胞 时 则 是 添加 了 一 定 浓度 的 胰岛 素 、 转 铁 蛋 白 、 硒 。 


260 酶 消化 法 在 分 离 上 皮 细 胞 的 过 程 中 使 用 了 0.25% 胰 和 蛋白酶 +0.02% EDTA 消 化 ， 根 据 孙 志 
261 ” 洪 等 [3 的 研究 表明 ,上 皮 细 胞 在 0.25% 胰 和 蛋白酶 +10.02% EDTA 的 条 件 下 消化 可 获得 理想 的 


262 ” 胞 分 离 效 果 以 及 细胞 增殖 活性 。 有 文献 报道 , 不 同 种 类 的 上 皮 细 胞 所 需 消化 的 时 间 不 同 ， 获 


263 ”得 人 的 上 皮 细 胞 需要 消化 时 间 较 长 9， 北京 油 鸡 的 上 皮 细 胞 消化 时 间 为 5 mint0。 本 试验 对 


化 
化 


264 ”山羊 瘤胃 上 皮 细 胞 的 消化 时 间 也 是 采用 5 min。 前 期 以 消化 时 间 为 变量 做 预 试验 ， 试 验 结果 


265 RIS min 的 消化 时 间 能 得 到 的 山羊 瘤胃 上 皮 细 胞 活力 最 好 ， 当 消化 时 间 达 到 15 min 时 ， 细 


266 ，” 胞 贴 壁 生长 效果 不 好 。 并 且 为 了 得 到 更 纯 的 瘤胃 上 皮 细 胞 ,不 收集 前 2 次 的 消化 液 ， 因 为 前 2 


267 ”次 消化 液 中 含 较 多 的 角质 细胞 ， 只 取 后 3 次 的 消化 液 。 


268 在 分 离 培养 瘤胃 上 皮 细 胞 时 ， 酶 消化 法 与 组 织 块 法 相 比 ， 就 细胞 活性 而 言 ， 后 者 分 离 培 


269 ” 养 出 的 细胞 活性 明显 要 高 于 前 者 ， 沈 晴 暴 [9 在 研究 不 同 原 代 培 养 方 法 培养 人 牙 藤 细胞 时 也 


270 证实 了 这 点 。 因 为 经 长 时 间或 者 高 浓度 酶 消化 作用 后 大 量 细胞 被 灭 活 ， 甚至 可 破坏 细胞 表 


271 ”的 蛋白 质 ， 使 细胞 表面 通 透 性 升 高 ， 活 力 下 降 ， 生 长 缓慢 03。 从 细胞 的 纯度 方面 ， 虽 然 组 
272 织 块 法 在 培养 原 代 山羊 瘤胃 细胞 时 会 比 酶 消化 法 夹杂 更 多 的 成 纤维 细胞 09， 但 是 在 传 第 2 代 


ASD 


273 ”细胞 时 前 者 可 以 只 将 长 有 上 皮 细 胞 的 区 域 刮 下 来 ， 转 入 新 的 培养 下 中 继续 培养 ， 从 而 在 第 2 


274 ，” 代 的 上 皮 细 胞 中 就 基本 只 存在 山羊 瘤胃 上 皮 细 胞 ， 使 细胞 纯度 大 大 提高 。 这 与 郝 白露 等 [7 
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间 充 质 干 细胞 培养 方法 所 得 的 结果 相同 。 从 获得 


在 研究 改良 的 人 脐带 
APIS MID Beir 
织 块 的 大 小 、 振 荡 频 率 、 胶 


慢 方 1 


代 培 养 时 间 短 4~5 d。 


角 和 蛋白 存在 于 上 


， 酶 消化 法 的 培养 周 


可 能 原因 是 酶 消化 法 的 消化 程度 不 易 掌 


原 酶 类 型 、 酶 活性 及 浓度 等 诸多 因 


皮 细 胞 胞 浆 中 构成 上 皮 细 胞 内 细胞 骨架 ， 
具有 多 种 表 型 。 本 试验 采 


胞 进行 鉴定 ， 发 现 获得 的 


应 ， 高 倍 镜 下 可 见 胞 质 内 呈 绿 色 ， 说 明 培 养 


度 较 高 中。 这 与 周 传 丽 等 RJ 分 离 培 养 、 鉴 定 仔猪 小 肠 颖 膜 上 皮 细 胞 时 


达 鉴 定 上 皮 细 胞 是 一 


疫 细胞 荧光 染色 鉴定 


由 于 原 代 细胞 在 


致 的 。 同 时 ， 李 文清 等 2 在 鉴定 奶牛 乳腺 上 皮 台 


上 皮 细 胞 。 
洗 养 过 程 中 不 可 避免 


上 皮特 异性 的 CK18 作 为 一 抗 ， 采 


细胞 的 成 功率 方面 , 组 


RON, 组 


织 块 消化 的 快慢 与 组 


素 有 关 0n8。 从 获得 细胞 的 快 


FAT BORO), TCE REN TA) RAS ACE 


胞 ， 并 且 比 组 织 法 原 


是 上 皮 细 胞 中 特异 性 的 抗原 ， 


免疫 荧光 染色 对 所 培养 的 细 
瘤胃 上 皮 细 胞 经 CK18 免 疫 细胞 荧光 染色 后 ， 


胞 质 着 色 ， 呈 阳性 反 


的 细胞 为 上 皮 细 胞 ， 且 组 织 块 分 离 出 来 的 细胞 纯 


短 于 瘤胃 上 皮 细 胞 这 


部 分 成 纤维 细胞 , 吸出 上 清 液 至 另 一 培养 


提高 瘤胃 上 皮 细 胞 纯 


一 特点 PC3,， 在 细胞 消化 后 ， 运 


度 。 利 


此 方法 多 次 传代 后 可 


会 参 杂 有 成 纤维 细胞 , 利 


， 通 过 检测 CK18 的 表 
Hf 


胞 时 ， 也 是 用 CK18 免 


差 速 贴 壁 法 将 细 


E2 


PAKAN 


pre 


Eiai 


EATA ee IS 


增加 ， 瘤 胃 上 皮 细 胞 可 排挤 成 纤维 细胞 的 生长 而 优势 增殖 。 


4 结 论 


24 


© 本 研究 通过 
山羊 瘤胃 上 皮 细 胞 。 


当 和 二 市 FEE 
@ 习 击 安放 高 纯度 、 


组 织 块 法 分 离 培养 出 来 的 细胞 纪 


高 活性 的 山羊 瘤 骨 上 皮 细 
! 羊 瘤 骨 上 皮 细 


受 的 培养 方法 ; 当 需 要 快速 获得 大 


养 方 法 。 
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Abstract: This research aimed to study the effects of different culture methods on growth and 
keratin18 (CK18) expression of ruminal epithelium cells of goats. The test proceeded with ruminal 
epithelium cells of goats aged 42 days, and the cells were cultured using the methods of enzyme 
digestion and tissue mass culture. The morphology of cells at the stages of primary culture and 
subculture was observed under the optical microscope, and the growth curve of the fifth 
generation of ruminal epithelium cells of goat was tested, meanwhile, ruminal epithelium cells 
were identified using cell immune fluorescence method. The results showed as follows: 1) the 
primary cultured ruminal epithelium cells of goats obtained by digestion of 0.25% trypsin and 
0.02% ethylenediamine tetra-acetate began adherent growth on the 2nd day. There was a 
significant increase in cell number on the Sth day, and the cell number reached a maximum at the 
10th day. 2) And the primary cultured ruminal epithelium cells of goats obtained by tissue mass 
culture began ‘escape’ from the tissue mass on the 4th day. There was a significant increase in cell 
number on the 8th day, and the cell number reached a maximum at the 14th day. 3) The CK18 in 
cytoplasm of cells obtained by the 2 method exhibited a positive reaction by immune fluorescence 
staining, and cell purity was higher in tissue mass culture method. 4) Tissue mass culture method 
expressed higher CK18 compared with enzyme method. In conclusion, ruminal epithelium cells of 
goats were successfully obtained with high purity using the methods of tissue mass culture. 
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